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Цель работы — исследовать основные характеристики транспортных механизмов клеток эндотелия роговицы человека 
и свиньи: водную проницаемость, активацию транспорта натрия из клетки после консервации и способность клеток к восста-
новлению объема при активации транспортных механизмов клеток эндотелия при температуре 37°С. Материал и методы. 
Эксперименты проводили на переживающей культуре клеток эндотелия роговицы человека и свиньи. Изменения объема клетки 
определяли методом, основанным на эффекте гашения флуоресцентного красителя Calcein белками цитоплазмы. Внутрикле-
точную концентрацию ионов натрия в клетках определяли с помощью флуоресцентного красителя Sodium Green. Динамику 
восстановления клеточного объема и внутриклеточной концентрации ионов натрия изучали при изменении температуры среды 
с 20 до 37°С. Осмотическую водную проницаемость клеток эндотелия определяли по скорости изменения объема клетки при 
смене осмоляльности омывающей среды с гиперосмотической (560 мОсм/кг H2O) на изотоническую (280 мОсм/кг H2O). Резуль-
таты. Установлено, что осмотическая водная проницаемость плазматической мембраны клеток эндотелия роговицы человека 
значительно выше, чем у свиньи Pf (1,90E-01 ± 4,66E-02 и 1,31E-01 ± 1,16E-02 см/с соответственно; p < 0,01, n = 17). Выведе-
ние ионов натрия при восстановлении температуры до 37°С происходит в клетках человека более интенсивно, чем в клетках 
свиньи (-3,2E-3 ± 3,1E-4 с-1 и -6,5E-4 ± 1,2E-5 с-1 соответственно; p < 0,01, n = 6). Исследование снижения объема клеток, 
вызванного тепловой активацией клеточного транспорта, показало, что восстановление объема эндотелиоцитов у человека 
(-1,7E-4 ± 5,5E-5 с-1, n = 9) происходит медленнее, чем у свиньи (-1,7E-3 ± 4E-4 с-1, n = 4, p < 0,05). Заключение. При исполь-
зовании в экспериментальном исследовании эндотелия роговицы свиньи как модели эндотелия человека необходимо учитывать 
существенные различия параметров, определяющих регуляцию клеточного объема.
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Роговица является наружным преломляющим опти-

ческим элементом глаза, который обеспечивает проведе-

ние видимого света до сетчатки. Роговица состоит из трех 

основных слоев: наружного, содержащего эпителий, сред-

него стромального слоя и внутреннего слоя эндотелиаль-

ных клеток. Строма образует основную часть структурного 

каркаса роговицы и составляет примерно 80–85% ее толщи-

ны. Она состоит из регулярно расположенных коллагеновых 

фибрилл и межфибриллярного пространства, содержа-

щего гликозаминогликаны. Нарушение содержания воды 

в строме (в норме ~78% веса) изменяет степень гидратации 

коллагеновых волокон, что является критическим для про-

зрачности роговицы [1, 2]. При нарушении прозрачности 

роговицы наиболее распространенным методом восстанов-

ления зрения является кератопластика. В настоящее время 

усилия исследователей направлены на решение проблемы 

риска дисфункции трансплантата. Развиваются новые спо-

собы высокоточных разрезов тканей донора и реципиента 

с помощью фемтосекундных импульсных лазеров, усовер-

шенствуются методы хранения и консервации ткани. Для 

исследования воздействия условий консервации на функ-

ции клеток эндотелия используют экспериментальную мо-

дель, в качестве которой в настоящее время часто используют 

роговицу свиньи.

В глазу осмотический баланс стромы роговицы опре-

деляется динамическим равновесием выведения и поступ-

ления воды и осмолитов. Эти процессы часто описывают 

с помощью так называемого механизма Pump-Leak транспор-

та осмолитов и воды. Поступление воды в строму (leak) про-

исходит пассивно в силу проницаемости эндотелия для воды 

и осмолитов и благодаря градиенту осмотического давления 

между стромой и жидкостью в передней камере глаза. Уда-

ление воды из стромы (pump) обусловлено Na, K-ATФазой 

и системой, включающей транспорт HCO
3

- и Cl-, а также ак-

тивностью карбоангидраз [3]. Оба процесса определяются 

молекулярными механизмами клеток эндотелия роговицы. 

Эндотелий (задний эпителий) роговицы, представляющий 

собой монослой гексагональных клеток на внутренней по-

верхности роговицы, является одной из наиболее метабо-

лически активных тканей организма. Показано, что клетки 

эндотелия роговицы человека заблокированы в G1-фазе 

клеточного цикла и по этой причине не проходят митоти-
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Purpose. To study the basic transport characteristics of human and pig corneal endothelial cells, including osmotic water permeability, 
activation of sodium transport from the cell after conservation, and the ability of the cells to restore their volume when transport mechanisms 
of the endothelial cells are activated at 37°C. Material and methods. The experiments were held on the primary cell culture of human and 
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volume in humans more slowly (-1,7E-4 ± 5,5E-5 с-1, n = 9) than that of pig cells (-1.7E-3 ± 4E-4 s-1, n = 4, p < 0.05). Conclusion. When 
using the endothelium of pig cornea as an experimental model of human endothelium, we need to take into account the significant difference 
in parameters that determine cell volume regulation.
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ческое деление. Клетки эндотелия роговицы поляризованы, 

апикальная и базолатеральная плазматические мембраны 

различаются по составу экспрессируемых транспортных ме-

ханизмов [4]. Апикальная поверхность обращена в перед-

нюю камеру глаза, содержит хлоридные и водные каналы 

AQP1 [5]. Базолатеральная поверхность обращена к десцеме-

товой мембране и содержит механизмы активного энергоза-

висимого транспорта, в частности Na, K-ATPase [2]. В глазу 

поступление воды в строму зависит от проницае мости кле-

ток эндотелия для воды при условии целостности монослоя, 

а насосная функция определяется интенсивностью энерго-

зависимого транспорта в этих клетках [6, 7]. 

В качестве материала для трансплантации использу-

ют препараты донорской роговицы из глазных банков, где 

они исследуются на пригодность к трансплантации и затем 

хранятся в консервационной среде при пониженной темпе-

ратуре (холодовая консервация) [8]. Нарушение механизма 

регуляции осмотического баланса роговицы влияет на воз-

можность ее использования при разных видах кератоплас-

тики. При холодовой консервации водно-электролитный 

обмен в клетках эндотелия остановлен, поскольку опреде-

ляется транспортными механизмами клеток, которые по-

давлены при пониженной температуре. Остановка насосной 

функции эндотелия приводит к установлению осмотичес-

кого равновесия ткани со средой консервации и сопровож-

дается набуханием препарата. Для улучшения результатов 

трансплантации становится важным восстановление нор-

мального объема донорской роговицы (десвеллинг), про-

цесс, который зависит от восстановления насосной функции 

клеток эндотелия и сохранения их барьерных свойств. Ис-

следование фундаментальных характеристик транспортных 

механизмов клеток эндотелия роговицы человека и свиньи 

необходимо для наиболее адекватного понимания экспе-

риментальных результатов, полученных на модели, и их 

использования при разработке более совершенных мето-

дов консервации.

ЦЕЛЬ работы — исследовать основные характеристики 

транспортных механизмов клеток эндотелия роговицы чело-

века и свиньи: водную проницаемость, активацию транспор-

та натрия из клетки после консервации и способность клеток 

к восстановлению объема при активации транспортных ме-

ханизмов клеток эндотелия при температуре 37°С.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Культура клеток и микроскопия. Исследовали влияние 

гипотермической консервации роговицы свиньи и человека 

на способность эндотелиоцитов восстанавливать внутрикле-

точную концентрацию натрия ([Na+]
i
) после прекращения 

гипотермии. Фрагменты роговицы человека в виде трепани-

рованных дисков получали в процессе выполнения сквозной 

кератопластики у пациентов с кератоконусом. Препараты 

роговицы свиньи (sus scrofa domesticus) получали трепанаци-

ей через 6–8 ч после забоя животных. Диски роговицы по-

мещали в чашки Петри, заполненные культуральной средой 

L-15 Leibovitz (Sigma, США). Препараты роговицы свиньи 

и человека находились в консервационной среде Eusol-C 

(Alchimia, Италия) 2 сут при 4°С. Переживающую культуру 

клеток эндотелия роговицы получали переносом клеток на 

покровное стекло. С этой целью фрагмент роговицы инку-

бировали в растворе коллагеназы (1мг/мл Collagenase, Sigma 

(США) в PBS при 37°С, 30 мин), затем делали отпечаток эндо-

телия на покровное стекло, покрытое полилизином (Poly-L-

lysine solution 0,1% (w/v) H
2
O, Sigma, США). Таким методом 

получали препарат клеток эндотелия, обращенных базаль-

ной стороной в сторону омывающего раствора.

Экспериментальная установка представляла собой про-

точную камеру, разработанную для использования c флуорес-

центным микроскопом Observer-Z1 (объектив Fluar 20 /0,75 

M27, Zeiss, Германия). Объем камеры составлял около 

50 мкл, скорость протекания раствора — 25 мл/мин, смена 

омывающего раствора происходила в течение 100 мc, поддер-

живаемая температура — 36,8 ± 0,2°C. Флуоресцентный сиг-

нал клеток записывали с помощью фотосенсора Hamamatsu 

H7827-011, используя набор фильтров и дихроическое зер-

кало № 009 (Zeiss, Германия). Регистрацию сигнала про-

водили с помощью цифрового осциллографа «АКТАКОМ 

АСК-3102» с интервалом 10 мc на протяжении всего экспе-

римента при низкой интенсивности возбуждающего света, 

что позволяло избегать выгорания флуорофора во время экс-

перимента. Сигнал регистрировали с дигитализацией 8 бит 

и сохраняли на компьютере.

Измерение динамики концентрации внутриклеточного 
натрия и оценка клеточного объема. Активность ионов нат-

рия в клетках [Na+]
i
 определяли флуориметрическим мето-

дом с помощью флуоресцентного красителя Sodium Green 

(Molecular Probes, США). Клетки инкубировали в среде 

L-15 Leibovitz с конечной концентрацией Sodium Green TA 

10-5M (40 мин, 37°C). Стекла с клетками помещали в камеру 

флуоресцентного микроскопа и проводили измерения 

согласно протоколу [9].

Для изучения изменений объема клетки применяли 

метод, основанный на эффекте гашения флуоресцентного 

красителя Calcein белками цитоплазмы [10]. Загрузка кле-

ток красителем производилась в среде L-15 Leibovitz с конеч-

ной концентрацией Calcein AM (Sigma, Германия) 10 мкM, 

DMSO 1%. Время инкубации — 15 мин при 37°С.

В ходе эксперимента по оценке динамики восстановле-

ния клеточного объема клетки находились при температуре 

20°С, затем температуру повышали до 37°С. Эксперимен-

тальные записи изменения флуоресценции нормировали 

по амплитуде и для оценки скорости изменения как внутри-

клеточного натрия, так и клеточного объема находили ко-

эффициент линейной регрессии начального участка кривой 

флуоресценции.

Для измерения водной проницаемости клеток эндо-

телия регистрировали динамику изменения объема клетки 

при смене осмоляльности омывающей среды с гиперосмо-

тической (560 мОсм/кг H
2
O) на изотоническую (280 мОсм/

кг H
2
O). На основании полученных коэффициентов линей-

ной регрессии флуоресценции Calcein рассчитывали ве-

личину осмотической водной проницаемости (P
f
), как это 

описано нами ранее [11].

Статистическая обработка. Для интенсивности 

флуоресценции рассчитывали среднее значение, дисперсию 

и стандартную ошибку среднего. Достоверность различий 

определяли с применением t-критерия.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Осмотический баланс стромы роговицы определяется 

динамическим равновесием выведения и поступления воды 

и осмолитов. Эти процессы можно описывать с по мощью 

так называемого механизма Pump-Leak транспорта осмо-

литов и воды. Скорость поступления воды в строму (leak) 

определяется величиной градиента осмотического давления 

между ней и жидкостью в передней камере глаза и осмоти-

ческой водной проницаемостью клеток эндотелия для воды. 

Межклеточный поток воды через плотные соединения, по-

видимому, незначителен [12]. Из результатов эксперимен-

тов по изменению клеточного объема при быстром (< 0,1 с) 

снижении осмотического давления окружающей среды сле-
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дует, что водная проницаемость плазматической мембраны 

клеток эндотелия роговицы человека значительно выше, чем 

у свиньи P
f
 (см/с) (1,90E-01 ± 4,66E-02; 1,31E-01 ± 1,16E-02; 

t = 3,93187; p = 5,9E-4; n=17) (рис. 1).

В глазу насосная функция определяется интенсив-

ностью энергозависимого транспорта в клетках эндотелия 

роговицы. Удаление воды из стромы (pump) обусловлено 

выведением главным образом ионов натрия Na/K-ATФазой 

[6, 7]. В клетках эндотелия роговицы апикальная и базолате-

ральная плазматические мембраны различаются по составу 

экспрессируемых транспортных механизмов [4]. Энергоза-

висимый транспорт ионов натрия преимущественно осу-

ществляется молекулярными механизмами клеток эндо телия 

роговицы на базолатеральной поверхности клеток, что по-

зволяет использовать культуру клеток эндотелия, обращен-

ную базолатеральной поверх ностью к омывающей среде. 

Изменения активности внутри клеточного натрия определя-

ли в условных единицах как величину относительной флу-

оресценции красителя Sodium Green (F/F0) при линейной 

аппроксимации начального, близкого к линейному, участ-

ка профиля флуоресценции (человек -3,2E-3 ± 3,1E-4 с-1), 

(свинья -6,5E-4 ± 1,2E-5 с-1) (t = 8,2; p < 0,01) (n = 6). Полу-

ченные результаты позволяют предположить, что в клетках 

эндотелия человека выведение ионов натрия при восстанов-

лении температуры до 37°С происходит более интенсивно, 

чем в клетках свиньи. Повышение температуры с 20 до 37°С 

активирует Na/K-ATФазу, что запускает интенсивное выве-

дение ионов натрия из клеток (рис. 2).

Эксперименты с температурной активацией насосной 

активности клеток эндотелия позволили сделать заключение, 

что кинетика этого процесса отражает интегральную эффек-

тивность насосной функции эндотелия (рис. 3).

Исследование снижения объема клеток, вызванно-

го тепловой активацией клеточного транспорта и опре-

деляемого как изменение относительной флуоресценции 

красителя Calcein (F/F0) в клетках эндотелия роговицы 

с начальной скоростью снижения, позволяет предполо-

жить, что восстановление объема эндотелиоцитов у чело-

века (-1,7E-3 ± 4E-4 с-1, n = 9) происходит медленнее, чем 

у свиньи (-1,7E-4 ± 5,5E-5 с-1, n = 4, p < 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты позволяют заключить, что при 

использовании в экспериментальном исследовании эндо-

телия роговицы свиньи как модели эндотелия человека не-

обходимо учитывать существенные различия параметров, 

определяющих регуляцию клеточного объема. В охлажден-

ной, деполяризованной клетке устанавливается равновес-

Рис. 1. Динамика возрастания клеточного объема клеток эндотелия 
роговицы при снижении осмоляльности среды с 560 до 280 мОсм/кг 
H

2
O: 1 — человека; 2 — свиньи. Типичные профили относительной 

флуоресценции Calcein (F/F0). Оси: абсцисс — секунды; ординат — 
относительная флуоресценция (F/F0)
Fig. 1. Swelling dynamics of corneal endothelial cells after decreasing 
osmolality of the medium from 560 to 280 mOsm/kg H

2
O: 1 — human; 

2 — pig. Typical profiles of relative fluorescence of Calcein (F/F0). Axis: 
abscises — seconds; ordinates — relative fluorescence (F/F0)

Рис. 2. Динамика снижения внутриклеточной концентрации ионов натрия в клетках эндотелия роговицы при повышении температуры 
среды с 20 до 37°С: А — человека; Б — свиньи. Типичные профили относительной флуоресценции Sodium Green (F/F0). Оси: абсцисс — 
секунды; ординат — относительная флуоресценция (F/F0)
Fig. 2. Decreasing dynamics of intracellular sodium concentration in corneal endothelial cells after increasing temperature of the medium from 
20 to 37°С: A — human; Б — pig. Typical profiles of relative fluorescence of SodiumGreen (F/F0). Axis: abscises — seconds; ordinates — relative 
fluorescence (F/F0)
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ная со средой концентрация ионов, которая значительно 

выше нормальных уровней, характерных для живой клетки. 

Такое повышение концентрации ионов в клетке формиру-

ет осмотический градиент, что вызывает поступление воды 

и повышение клеточного объема. Основным источником 

энергии для векторного транспорта ионов через плазматичес-

кую мембра ну является Na/К-АТФаза, создающая градиент 

электрохимического потенциала натрия, что является вто-

ричным источником энергии для многих транспортных про-

цессов в клетке и выполнения клетками насосной функции 

(pump) [6, 7]. При пониженной температуре Na/К-АТФаза 

не активна. В настоящей работе мы исследовали динамику 

снижения концентрации внутриклеточного натрия в резуль-

тате выведения его ионов из клетки при повышении темпе-

ратуры среды. Поскольку повышение температуры до 37°С 

вызывает активацию Na/K-АТФазы, исследование динами-

ки выхода натрия из клетки может быть показателем восста-

новления насосной функции клеток.

Результаты нашего исследования позволили оценить 

скорость выведения ионов натрия по профилю флуоресцен-

ции специфического для натрия флуоресцентного красителя 

Sodium Green. Скорость снижения концентрации внутри-

клеточного натрия значительно меньше в клетках эндотелия 

свиньи, чем в клетках человека, что, по-видимому, следует 

учитывать при использовании роговицы свиньи в качестве 

экспериментальной модели. Ранее мы показали, что холо-

довая консервация в зависимости от длительности снижает 

интенсивность выведения ионов натрия из клеток эндотелия 

роговицы, что в сочетании с повышением проницаемости 

плазматической мембраны для этого иона ведет к установ-

лению более высокого стационарного уровня натрия в клет-

ках эндотелия [13]. Результаты настоящего исследования 

позволяют предположить, что динамика внутриклеточной 

концентрации натрия может являться параметром, отража-

ющим функциональную активность насосной функции кле-

ток и степень жизнеспособности эндотелия трансплантата 

роговицы. Наиболее интегральным показателем восстанов-

ления активности механизма регуляции клеточного объема 

может служить скорость его восстановления после прекраще-

ния холодовой консервации. Снижение клеточного объема 

в процессе выведения ионов из клетки отражается в сниже-

нии флуоресцентного сигнала красителя Calcein. В препарате 

роговицы, помещенном в изотонический раст вор PBS, сни-

жение клеточного объема при повышении температуры с 20 

до 37°С в наших экспериментах происходит с начальной ско-

ростью ( 1,7E-3 ± 4E-4 с-1, свинья, n = 9) (-1,7E-4 ± 5,5E-5 с-1, 

человек, n = 4, p < 0,05), (рис. 3). Более высокая скорость вос-

становления клеточного объема клеток эндотелия свиньи, 

наблюдаемая в этих экспериментах, несмотря на менее ин-

тенсивное выведение ионов натрия по сравнению с клетка-

ми человека, по-видимому, объясняется тем, что в системе 

pump-leak интенсивность поступления воды в клетку, связан-

ная с более высокой осмотической проницаемостью клеток 

человека, достаточно высока, чтобы нивелировать эффект 

от большей скорости выведения натрия.

Результаты исследования интегральной pump-leak-

функции эндотелия фрагмента препарата роговицы поз-

воляют говорить о перспективности такого подхода. 

Эксперименты с температурной активацией насосной ак-

тивности клеток эндотелия позволяют сделать оценку функ-

циональности образцов с точки зрения их пригодности 

в качестве трансплантатов. Резюмируя, можно отметить, что 

высокая скорость в тесте восстановления клеточного объема 

может указывать на высокое качество образца как материа-

ла для трансплантации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование динамики снижения клеточного объ ема 

эндотелия роговицы, содержания внутриклеточного нат-

рия в клетках эндотелия, десвеллинга матрикса роговицы 

при восстановлении функции после холодовой консерва-

ции дает объективное представление о транспортной ком-

петентности этих клеток и пригодности консервированной 

роговицы для трансплантации.
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